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RESUMEN: El arroz es uno de los alimentos con mayor demanda en el mercado actual debido al gran número
de personas que lo consumen. Una alternativa para dar solución a la aparición de enfermedades de origen
fúngico es la utilización de bacterias como control biológico de hongos fitopatógenos. Dentro de estos
microorganismos, los aislamientos del género Bacillus han sido uno de los más empleados en el control biológico,
debido a que estos tienen la capacidad de producir una amplia diversidad de metabolitos con actividad antifúngica.
En el presente trabajo se utilizaron siete aislados pertenecientes al género Bacillus para evaluar el efecto
antagónico ejercido por estos microorganismos sobre dos hongos fitopatógenos del cultivo del arroz Curvularia
sp. (Boed.) y Pyricularia grisea (Sacc.), mediante el cultivo dual, evaluando a los siete y once días con el
objetivo de determinar el mejor tiempo de incubación para realizar este tipo de estudio. Se obtuvieron altos
porcentajes de inhibición del crecimiento de los dos hongos para todos los aislamientos de Bacillus estudiados
y se determinó que a los siete días se observan los mayores porcentajes de inhibición del crecimiento para los
dos hongos empleados bajo las condiciones de laboratorio utilizadas.
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Bacillus spp. antagonism against phytopathogenic fungi of rice crop (Oryza sativa L.)
ABSTRACT: Rice is one of the main food crops having a higher demand in the market today, due to the
large number of peoples who consume it. One alternative to eliminate fungal origin diseases is the use of
plant-growth-promoting-rhizobacteria for the biological control. These microorganisms can inhibit phytopathogenic
fungi growth due to their ability to produce many metabolites with antifungic activity. Bacillus genus isolates
are one of the most used because their members produce a wide variety of these metabolites. In the present
work, seven isolates identified as Bacillus sp. were used. The antagonistic effect against two phytopathogenic
fungi of rice Curvularia sp. (Boed.) and Pyricularia grisea (Sacc.) was determined. Such effect was studied
at seven and eleven days of the dual culture incubation. High percentages of inhibition against the two fungi
were obtained; and the seven day was the best incubation time under the laboratory conditions tested.
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INTRODUCCIÓN
Los cereales y en particular el arroz (Oryza sativa
L.) constituyen parte del alimento básico para gran
parte de la población mundial. Además de su impor-
tancia como alimento, representa posibilidad de em-
pleo para buena parte de la población de Asia, África
y América (1). Dada su importancia económica, se
busca la forma de aumentar los rendimientos, utili-
zando las alternativas de la agricultura sostenible, en
las que se utilicen tecnologías amigables con el me-
dio ambiente.
En Cuba se cultiva este cereal dada las condicio-
nes climatológicas, sin embargo, las producciones
se encuentran afectadas fundamentalmente por el
ataque de hongos fitopatógenos como Curvularia sp.,
Fusarium sp. (2) y Pyricularia grisea (Sacc.) (3), este
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último provoca grandes pérdidas en las cosechas a ni-
vel mundial (4).
Una de las vías más utilizadas es el uso de produc-
tos creados a partir de microorganismos que tengan la
capacidad de ser utilizados como biofertilizantes y/o
bioplaguicidas, con el objetivo de disminuir el uso de
productos químicos en la agricultura (5).
Entre los microorganismos que se usan para este
fin se encuentran las bacterias promotoras del creci-
miento vegetal (PGPB según sus siglas en inglés), las
cuales aportan beneficios a las plantas y al ecosistema.
Estos microorganismos tienen la capacidad de ejercer
un efecto positivo sobre el crecimiento de las plantas
mediante diversos mecanismos que incluyen la pro-
ducción de fitohormonas, la solubilización de fosfatos,
la fijación de nitrógeno y el control biológico de
patógenos (6).
El género Bacillus incluye más de 100 especies (7)
y sus miembros se consideran ubicuos, pues se han
aislado a partir de una amplia variedad de ambientes
acuáticos y terrestres (8,9), aunque también las espe-
cies Bacillus anthracis, causante del ántrax y B. cereus,
contaminante de alimentos, son patógenas (10).
Estas bacterias son bacilos gram positivos,
aerobios o anaerobios facultativos, catalasa positiva y
esporulados. Esta última característica le ofrece re-
sistencia a los cambios ambientales, lo que resulta
sumamente interesante para la producción de
inoculantes.
Se ha demostrado de forma independiente sus po-
tencialidades como control biológico de patógenos (11).
En este sentido se conoce que entre los mecanismos
a través de los cuales transcurre este proceso se en-
cuentran las relaciones de competencia, la producción
de antibióticos, enzimas y de otras sustancias como
sideróforos, que permiten a estos microorganismos
ejercer su capacidad biocontroladora (12).
También se han demostrado potencialidades como
solubilizador de fosfatos y fijador de nitrógeno atmos-
férico. Se han realizado diversos estudios para utilizar
este género bacteriano como promotor del crecimien-
to vegetal, entre la principales especies se destacan
Bacillus subtilis y B. licheniformis, entre otras (6). El
objetivo de este trabajo fue determinar el efecto anta-
gónico de siete aislados de Bacillus sp. frente a dos
hongos fitopatógenos del cultivo del arroz, Curvularia
sp. y Pyricularia grisea y el mejor tiempo de incubación
para la realización de este tipo de estudio.
MATERIALES Y MÉTODOS
Microorganismos empleados
Se utilizaron siete aislados de Bacillus sp. previa-
mente obtenidos a  partir de la rizosfera de plantas de
arroz cultivar J-104. Por otra parte se utilizaron dos
cepas de hongos fitopatógenos del cultivo del arroz,
Pyricularia grisea y Curvularia sp. provenientes de la
colección de cultivos fúngicos del laboratorio de
Ecología Microbiana de la Facultad de Biología, Uni-
versidad de La Habana. Previo al estudio de antagonis-
mo se probó la capacidad de las cepas bacterianas de
crecer en el medio Agar Papa dextrosa (PDA), para
poder utilizarlo en el cultivo dual.
Determinación del efecto antagónico
Para determinar el efecto antagónico se realizaron
dos bioensayos in vitro siguiendo la metodología de
cultivo dual descrita por Bashan et al. (13). Para esto,
los hongos fitopatógenos se sembraron previamente
en medio PDA (OXOID) y se incubaron durante siete
días a 30°C. Los aislados bacterianos se sembraron
en Caldo Nutriente durante 24 horas, en condiciones
de agitación en zaranda orbital a 150 rpm y temperatu-
ra de 30°C. La concentración celular se ajustó a 108
cel.mL-1, tomando como referencia el tubo 0,5 de la
escala Mc Farland (14), para inocular superficialmente
por diseminación de 100μL de esta suspensión
bacteriana en placas Petri de 100 mm con medio PDA.
Se extrajo un fragmento del hongo previamente creci-
do utilizando un obturador de 5 mm de diámetro y se
colocó en el centro de cada una de las placas inocula-
das con los aislados bacterianos. Estas se incubaron
a 30°C.
Se realizaron tres réplicas por aislado. La actividad
antagónica de los aislados se determinó a través de la
medición del diámetro de crecimiento del hongo
fitopatógeno en presencia del antagonista bacteriano a
los 7 y 11 días. Como control negativo se utilizaron tres
placas donde se encontraban solamente los hongos.
Con las mediciones obtenidas se procedió al cál-
culo del porcentaje de inhibición (15) mediante la si-
guiente ecuación:
Porcentaje de inhibición = ((D.C.C – D.C.P)/D.C.C) * 100
donde:
D.C.C: diámetro de la colonia control.
D.C.P: diámetro de la colonia del hongo en interacción
con las bacterias.
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Análisis estadísticos
Se realizaron pruebas de normalidad y homogenei-
dad de varianza a las variables de los experimentos y
se aplicó la prueba T de Student utilizando el programa
Statistica para Window versión 6.0.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Determinación del efecto antagónico frente a hon-
gos fitopatógenos del  cultivo del arroz
Los resultados mostraron que todos los aislados
bacterianos ejercen efecto antagónico al enfrentarlos
a los dos hongos fitopatógenos, inhibiendo su creci-
miento en diferente grado (Figura 1).
dad antagonista del género Bacillus sobre diferentes
hongos fitopatógenos lo que se atribuye a la produc-
ción de antibióticos (16) y enzimas (17), entre otros.
Dentro de los hongos fitopatógenos que más afec-
tan al cultivo del arroz se encuentran Curvularia sp.,
pues su acción conjunta con otros hongos, provoca la
enfermedad conocida como manchado del grano (18),
y Pyricularia grisea, agente causal de la quemazón o
añublo del arroz  (19). De ahí que el estudio de la acti-
vidad antagónica esté enfocado hacia el manejo de
estos hongos fitopatógenos utilizando los aislados del
género Bacillus.
En la Figura 2 se aprecia que existen diferencias
significativas entre el porcentaje de inhibición del cre-
cimiento fúngico medido a los 7 y los 11 días para seis
de las siete cepas analizadas. En cinco de ellos los
mejores resultados se obtienen a los siete días de cre-
cimiento y solo uno en sentido inverso. Además, se
observan altos porcentajes de inhibición del crecimiento
fúngico, lo que evidencia las potencialidades de estas
cepas en el control biológico de Curvularia sp.
Los mayores valores del efecto antagónico de los
aislados de Bacillus frente a este hongo se obtienen
en el menor tiempo probado (siete días), que podrían
estar relacionados con la disminución de la produc-
ción de metabolitos antifúngicos por parte de estos
aislados y/o con la producción de compuestos por parte
del hongo que inhiban el crecimiento bacteriano.
La capacidad de inhibición de miembros del géne-
ro Bacillus sobre especies del género Curvularia fue
demostrada en plantas de soya, donde ejercieron
acción protectora (20). Por otra parte, esto ha sido
demostrado en la cepa Bacillus licheniformis BC98
sobre el hongo fitopatógeno Curvularia lunata, donde
se encontró que el sobrenadante del cultivo de esta
bacteria ejercía un fuerte efecto inhibitorio del hongo
(21). Los resultados obtenidos en este trabajo, en que
los aislados del género Bacillus ejercen efecto anta-
gónico frente a este género fúngico, coinciden con
los informados en la literatura.
El crecimiento de P. grisea en presencia de tres de
los aislados bacterianos muestra un porcentaje de in-
hibición a los 7 días significativamente superior res-
pecto al porcentaje de inhibición encontrado a los 11
días de incubación (Figura 3).
El efecto obtenido por los aislados en el presente
trabajo, coincide con los informados previamente por
otros autores. Velusamy y Gnanamanickam (22), de-
mostraron la capacidad de miembros del género
Bacillus de ejercer efecto biocontrolador sobre P. grisea,
basado en la producción de metabolitos de tipo anti-
FIGURA 1. Efecto antagónico de las cepas de Bacillus frente
a diferentes hongos fitopatógenos. A) Aislados JRRB2,
JRRB3 y JRRB6 frente a Curvularia sp. Arriba control sin
inocular.  B) Aislados JRRB3, JRRB6 y JRRB7 frente a
Pyricularia grisea. Abajo a la derecha control sin inocular./
Antagonistic effect of Bacillus strains against different
phytopathogenic fungi. A) JRRB2, JRRB3 and JRRB6
isolates against Curvularia sp. Top control without
bacterial inoculation.  B) JRRB3, JRRB6 and JRRB7
isolates against Pyricularia grisea. Lowest  right control
without bacterial inoculation.
Los miembros del género Bacillus son los
microorganismos beneficiosos más utilizados como
bioplaguicidas para el control de enfermedades
fúngicas. Su efecto protector puede deberse a la pre-
sencia de diferentes mecanismos para influir negativa-
mente, de forma directa o indirecta, en el crecimiento
de patógenos. Varios autores han informado la activi-
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biótico. Por otra parte, se ha empleado a Bacillus
thuringiensis para el control biológico de P. grisea el
cual ejerce su efecto biocontrolador a través de la ac-
ción de las proteínas Cry1Ab y Cry1Ac (23).
En el caso de los aislados enfrentados a este hon-
go se aprecian altos porcentajes de inhibición, que si
bien fueron obtenidos in vitro resultan de gran interés
dada las potencialidades como control biológico que
presentan.
Los resultados demostraron que, bajo las condicio-
nes empleadas, el mejor tiempo de incubación para la
realización de los experimentos de antagonismo in vitro
de las cepas de Bacillus frente a Curvularia sp. y P.
grisea fue de 7 días. Este comportamiento generaliza-
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FIGURA 2. Efecto antagónico de las cepas de Bacillus asociadas al cultivo del arroz (O. sativa) frente a Curvularia sp.
Medias de 3 réplicas. En cada tratamiento se indica la desviación estándar. Letras no comunes indican diferencias significa-
tivas para la prueba T de Student (p<0,05) para los tiempos de incubación analizados./ Antagonistic effect of Bacillus
strains associated to rice crop (O. sativa) against Curvularia sp. Data represent the means of three replicates with the
standard deviations. Means with different letter are significantly different according to T Student test (P<0.05).
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FIGURA 3. Efecto antagónico de las cepas de Bacillus asociadas al cultivo del arroz (O. sativa) frente a Pyricularia grisea.
Letras no comunes indican diferencias significativas para la prueba T de Student (p<0,05) para los tiempos de incubación
analizados. Media de tres réplicas. En cada tratamiento se indica la desviación estándar./ Antagonistic effect of Bacillus
strains associated to rice crop (O. sativa)against Pyricularia grisea. Data represent the means of three replicates with
the standard deviations. Means with different letter are significantly different according to T Student test (P<0.05).
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do en el género Bacillus frente a diferentes cultivos
fúngicos, está relacionado con el hecho de que duran-
te los primeros días del cultivo dual, las bacterias del
género Bacillus ejercen un fuerte efecto antagónico
sobre los hongos fitopatógenos, por su alta velocidad
de crecimiento, lo que les permite alcanzar rápidamente
el estado estacionario y comenzar a producir metabolitos
secundarios con actividad antifúngica y finalmente colo-
nizar el medio de cultivo (24). Posteriormente los hon-
gos fitopatógenos podrían iniciar la producción de
metabolitos que contrarresten el efecto producido por
las bacterias antagonistas y/o los metabolitos
bacterianos pudieran disminuir su concentración en fun-
ción del tiempo, lo que explicaría el resultado obtenido.
Los trabajos actuales sobre el efecto antagónico
de algunos microorganismos y el desarrollo del «priming
y biopriming» como mecanismos de inducción de res-
puestas globales de la planta (25) sientan pautas ha-
cia la utilización de bacterias promotoras del creci-
miento vegetal en este sentido.  Previamente se de-
mostró que estas cepas de Bacillus tienen la capaci-
dad de producir auxinas estimuladoras del crecimien-
to vegetal y solubilizar fosfatos (26), lo que conjunta-
mente con los resultados de este trabajo, sustenta
una interacción planta-bacteria que permite establecer
medidas integrales para el mejoramiento de la salud
de la planta, que redundará en mayores rendimientos
agrícolas.
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